




 Pada awal penelitian ini, dilakukan uji validitas sebagai bukti bahwa bakteri 
Proteus mirabilis yang digunakan pada penelitian ini adalah bakteri yang sesuai. 
Identifikasi bakteri Proteus mirabilis terbukti valid karena pada media Nutrient Agar 
didapatkan bentukan cincin konsentris yang disebut swarming. Bentukan swarming 
merupakan ciri khas bakteri Proteus mirabilis yang tidak dimiliki oleh bakteri lain. 
Selain itu, pada pengecatan gram ditemukan bakteri berbentuk batang, gram negatif 
(berwarna merah), bergerombol dan tidak bergerombol.  
Senyawa ekstrak etanol kulit jeruk nipis (Citrus aurantifolia) didapatkan melalui 
proses ekstraksi maserasi dari 200 gram serbuk kulit jeruk nipis (Citrus aurantifolia) 
dan menggunakan pelarut etanol 96%. Metode maserasi dipilih karena menghindari 
terjadinya kerusakan komponen pada ekstrak yang tidak tahan terhadap panas, 
prosesnya yang mudah, relatif murah. Etanol dipilih karena bersifat semipolar 
sehingga dapat melarutkan zat kimia yang bersifat polar maupun non polar (Haditomo, 
2010). Pelarut etanol 96% digunakan untuk melarutkan saponin, tanin, dan naringin 
dan tidak mempunyai efek sebagai antimikroba. Hasil ekstrak yang diperoleh yaitu 
cairan pekat 50 ml berwarna hijau tua, mengandung endapan kulit jeruk nipis (Citrus 
aurantifolia). Ekstrak etanol kulit jeruk nipis (Citrus aurantifolia) yang didapatkan 
adalah 100% bersifat keruh terhadap endapan, kemudian untuk memisahkan cairan 
dan endapannya dilakukan proses sentrifugasi dengan kecepatan 1000 rpm selama 
15 menit. Setelah dilakukan proses sentrifugasi, ekstrak yang didapatkan tetap keruh 
dan masih terdapat endapan sehingga tidak bisa dilakukan penelitian dengan metode 
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dilusi tabung, karena itu peneliti menggunakan metode dilusi agar untuk membuktikan 
bahwa ekstrak etanol kulit jeruk (Citrus aurantifolia) dapat menghambat pertumbuhan 
koloni bakteri Proteus mirabilis. Metode ini dilakukan dengan cara mencampurkan 
Nutrient Agar dengan ekstrak etanol kulit jeruk nipis (Citrus aurantifolia) sebagai satu 
kesatuan padat berupa agar yang mengeras. Selanjutnya, untuk menentukan Kadar 
Hambat Minimal (KHM), peneliti mengamati ada atau tidaknya koloni bakteri yang 
tumbuh pada media agar yang telah ditetesi dengan 106CFU/15µl bakteri Proteus 
mirabilis yang telah diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu 37ᵒC. Penentuan nilai 
KHM dari ekstrak etanol kulit jeruk nipis (Citrus aurantiolia) pada penelitian ini 
didefinisikan sebagai konsentrasi terendah dimana tidak ada pertumbuhan bakteri 
Proteus mirabilis. Pada plate  yang terlihat ada pertumbuhan koloni bakteri dilakukan 
penilaian secara subyektif oleh peneliti dan dua peneliti lainnya untuk menilai 
ketebalan dan kejelasan dari koloni bakteri Proteus mirabilis. Dari hasil pengamatan 
pada pengulangan 1, 2, 3, dan 4 konsentrasi 0,75%  tidak terdapat pertumbuhan 
koloni bakteri. Hasil histogram rata-rata tingkat ketebalan dan kejelasan koloni dari 
konsentrasi 0%; 0,15%; 0,25%; 0,35%; 0,45%; 0,55%; 0,65% saling dibandingkan dan 
menunjukkan adanya perbedaan rata-rata tingkat ketebalan dan kejelasan. Tingkat 
ketebalan dan kejelasan semakin berkurang seiring dengan peningkatan konsentrasi 
ekstrak kulit jeruk nipis (Citrus aurantifolia).  
Efek hambat ekstrak etanol kulit jeruk nipis (Citrus aurantifolia) terhadap 
bakteri Proteus mirabilis diperkirakan memiliki senyawa aktif tanin , saponin dan 
naringin. Mekanisme kerja tanin sebagai antibakteri adalah menghambat 
pertumbuhan bakteri dan merusak dinding sel sitoplasma yang menyebabkan 
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kerusakan struktur bakteri secara cepat. Mekanisme kerja saponin sebagai antibakteri 
yaitu dengan cara meningkatkan permeabilitas membrane sel bakteri, menyebabkan 
denaturasi protein membrane sehingga membrane sel akan rusak dan lisis. Selain itu 
saponin juga memiliki kerja antifungi dan antibakterial berspektrum luas dan gugus 
lipofilik pada saponin dapat merusak membrane sel.Mekanisme kerja naringin 
sebagai antibakteri adalah dengan menurunkan jumlah bakteri dan dapat menurunkan 
level dari plasma lipopolisakarida (LPS). Naringin  juga dapat menekan Tumor 
Necrosis Factor  (TNF-α) dan menstabilkan faktor pembekuan darah yang disebabkan 
oleh infeksi. Naringin juga banyak dijumpai pada berbagai macam buah jeruk dan 
memiliki efek antioksidan yang tinggi. 
Penelitian ini dilakukan untuk membuktikan bahwa ekstrak etanol kulit jeruk 
nipis (Citrus aurantifolia) memiliki efek antimkroba terhadap bakteri Proteus mirabilis 
secara in vitro yang dilakukan dengan metode dilusi agar. Penentuan Kadar Hambat 
Minimal (KHM) dilakukan dengan melihat secara langsung ada atau tidaknya 
pertumbuhan koloni bakteri Proteus mirabilis yang terlihat, yang diinokulasi pada 
medium dilusi agar dan diinkubasi pada suhu 37ᵒC selama 18-24 jam. Makna dari 
penentuan KHM pada penelitian ini adalah sebagai dasar untuk menentukan dosis 
efektif jika dilanjutkan ke tahap pembuatan antimikroba baru (Soleha, 2015). 
Penelitian ini menunjukkan bahwa terdapat efek antimikroba pada setiap 
pemberian ekstrak etanol kulit jeruk nipis (Citrus aurantifolia) dalam beberapa 
konsentrasi terhadap pertumbuhan koloni bakteri Proteus mirabilis, hal ini sesuai 
dengan uji Kruskal Wallis yang memiliki nilai probabilitas < 0,05. Selain itu, efek 
ekstrak etanol kulit jeruk nipis (Citrus aurantifolia) menunjukkan  ada perbedaan 
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signifikan antara dua konsentrasi ekstrak etanol kulit jeruk nipis (Citrus aurantifolia) 
yang dibuktikan dengan uji Mann Whitney yang mempunyai nilai probabilitas < 0,05. 
Jika perbedaan antara dua konsentrasi ekstrak etanol kulit jeruk nipis (Citrus 
aurantifolia) memiliki nilai signifikansi probabilitas > 0,05 maka bisa dikatakan tidak 
berbeda signifikan.  Penelitian ini juga memiliki hubungan yang signifikan pada setiap 
pemberian konsentrasi ekstrak etanol kulit jeruk nipis (Citrus aurantifolia) terhadap 
pertumbuhan koloni bakteri Proteus mirabilis yang dapat dibuktikan dengan uji 
Spearman  dengan nilai probabilitas < 0,05. Koefisien korelasi yang bernilai negatif 
mempunyai arti semakin tinggi ekstrak etanol kulit jeruk nipis (Citrus aurantifolia) yang 
digunakan maka semakin menurun jumlah koloni bakteri Proteus mirabilis yang 
tumbuh. Dari hasil statistik di atas, dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol kulit jeruk 
nipis (Citrus aurantifolia) memiliki efek sebagai antimikroba terhadap bakteri Proteus 
mirabilis secara in vitro. 
6.1 Keterbatasan Penelitian 
Penelitian ini masih mempunyai keterbatasan. Komponen aktif pada ekstrak 
etanol kulit jeruk nipis (Citrus aurantifolia) yang digunakan dalam penelitian ini masih 
belum diketahui secara pasti. Karena penilaian dari penelitian ini menggunakan 
penilaian subyektif seorang manusia, maka terdapat perbedaan penilaian dari tingkat 
ketebalan masing-masing konsentrasi yang membuat ada kenaikan ketebalan pada 
konsentrasi 0,35% ke 0,45%. Selain itu, cahaya juga dapat menyebabkan perbedaan 
interpretasi terhadap ketebalan koloni bakteri. Lama penyimpanan dari ekstrak juga 
mungkin  dapat mengakibatkan potensi antimikroba suatu ekstrak bahan alam, baik 
menurunkan atau meningkatkan. Keterbatasan lain dari penelitian ini adalah 
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penelitian hanya menggunakan satu metode yaitu dilusi agar yang hanya dapat 
melihat KHM saja. Penelitian ini juga tidak bisa menggunakan dilusi tabung karena 
ekstrak terlalu keruh. Untuk penelitian-penelitian selanjutnya perlu adanya penelitian 
mengenai potensi antimikroba ekstrak etanol kulit jeruk nipis (Citrus aurantifolia) 
terhadap bakteri Proteus mirabilis dengan metode selain dilusi agar. 
 
 
